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POVZETEK 
Katepsin X je cisteinska peptidaza, vključena v potek različnih bolezni. Fiziološko je 
njegovo nahajanje omejeno skoraj izključno na celice imunskega sistema, zaznali pa so ga 
tudi že v pljučih in centralnem živčnem sistemu. Ob prekomernem izražanju in višji 
proteolitski aktivnosti, s cepitvijo svojih molekularnih tarč, vplivom na signaliziranje in 
uravnavanjem delovanja imunskega sistema, močno vpliva na potek in prognozo rakavih 
obolenj ter vnetnih in nevnetnih nevrodegenerativnih bolezni. Ker endogeni zaviralci nanj 
ne delujejo, so se raziskave obrnile v smer eksogenih. To so bodisi spojine z ireverzibilno 
naravo zaviranja in nizko selektivnostjo bodisi reverzibilne narave z večjo selektivnostjo, a 
ne dovolj zadovoljivo učinkovitostjo. 
V okviru diplomske naloge smo testirali pet triazolnih zaviralcev katepsina X: CX24, CX26, 
CX32, CX38 ter CX14 F2-8. Ti so bili sintetizirani na podlagi strukture zaviralca Z9 in imajo 
primerljivo vrednost 𝐼𝐶50. V prvem delu diplomske naloge smo na celični liniji raka prostate 
PC-3 s testom MTS preverili njihov vpliv na preživetje celic po 24-urni in 48-urni inkubaciji. 
V koncentraciji 10 M sta od petih zaviralcev v obeh časovnih obdobjih šibko citotoksičnost 
izkazala CX24 ter CX14 F2-8. Živost je po 24-urni inkubaciji v primeru CX24 znašala 87 
%, po 48-urni pa 90 %. V primeru CX14 F2-8 je po 24 urah preživelo 93 % celic, po 48 urah 
pa 91 %.V primeru CX32 in CX38 do statistične razlike v preživetju v primerjavi s kontrolo 
ni prišlo, tako da smo ju določili za necitotoksična, zaviralcu CX26 pa smo po 48-urni 
inkubaciji, kljub visoki živosti (96 %), izračunali statistično značilno zmanjšanje preživetja. 
Zaradi slednjega in dejstva, da ima vrednost 𝐼𝐶50  rahlo slabšo od starševske spojine Z9, smo 
v nadaljnje testiranje prenesli samo zaviralca CX32 in 38. Vpliv zaviralcev na migracijo 
celic smo s pomočjo sistema xCELLigence testirali v isti koncentraciji, neprekinjeno 72 ur. 
Nobeden od izbranih zaviralcev ni zavrl migracije, sta jo pa, v nasprotju s pričakovanji, 
povečala.  
Testirane spojine smo v okviru diplomske naloge sicer dokazali kot necitotoksične ali šibko 
citotoksične na celicah raka prostate PC-3, a hkrati neučinkovite pri zmanjšanju njihove 
migracije. Njihova struktura lahko služi za nadaljnji razvoj spojin, primernih za zaviranje 
katepsina X. Ker ima le-ta vpliv tudi na vnetno in nevnetno nevrodegeneracijo, bi predlagali 
testiranje novih specifičnih zaviralcev tudi na tem področju.  
KLJUČNE BESEDE: katepsin X, selektivni zaviralci, test MTS, migracija 
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ABSTRACT 
Cathepsin X is a cysteine peptidase involved in the development of various diseases. 
Physiologically, it is located almost exclusively in the cells of the immune system, but has 
also been detected in the lungs and the central nervous system. During its excessive 
expression and proteolytic activity, with cleavage of its molecular targets, influence on the 
signalisation and the modulation of the immune system, cathepsin X strongly affects the 
course and the prognosis of malignancies, as well as inflammatory or non-inflammatory 
neurodegenerative diseases. Due to the ineffectiveness of endogenous inhibitors, the 
research now focuses on exogenous inhibitors. These compounds are either irreversible with 
low selectivity or reversible with higher selectivity, but insufficient effectiveness.  
In this thesis, we tested five triazole-based cathepsin X inhibitors: CX24, CX26, CX32, 
CX38, and CX14 F2-8. These were synthesized based on the structure of inhibitor Z9 and 
have comparable 𝐼𝐶50 values. First, we used the MTS assay to analyse their influence on cell 
viability on the PC-3 prostate cancer cell line after 24- and 48-hour incubation. After both 
time periods, two inhibitors, CX24 and CX14 F2-8, displayed weak cytotoxic effects in the 
10 M concentration. The viability of CX24 was 87 % after 24 and 90 % after 48 hours. 
With CX14 F2-8, 93 % of cells survived the 24- and 91 % the 48-hour period. CX32 and 
CX38 were marked as non-cytotoxic based on no statistically significant difference in cell 
survival between the tested compounds and positive control. In spite of the 96 % viability 
rate, we calculated a statistically significant decrease for inhibitor CX26. Due to these results 
and its slightly inferior 𝐼𝐶50 value to that of the parent compound Z9, only CX32 and CX38 
were included in further testing. Using the same concentration as before, we tested their 
influence on cell migration with the xCELLigence system, uninterruptedly for 72 hours. 
Contrary to expectations, the compounds did not inhibit, but increased the migration. 
In the thesis, we proved the compounds to be either non-cytotoxic or to have weak cytotoxic 
effects on PC-3 prostate cancer cell line. However, they did not lower their migration rate. 
Their structure could be useful for further development of compounds suitable for cathepsin 
X inhibition. Because of its impact on inflammatory and non-inflammatory 
neurodegeneration, we would suggest testing of new specific inhibitors in this area as well. 
KEYWORDS: cathepsin X, selective inhibitor, MTS assay, migration 
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SEZNAM OKRAJŠAV 
 
CIM  celična invazija in migracija 
DMEM  Eegleovo gojišče, prilagojeno po Dulbeccu 
DMSO  dimetil sulfoksid 
EDTA  etilendiaminotetraocetna kislina 
F12  Hamova mešanica hranil 
FBS  fetalni goveji serumski albumin 
𝐼𝐶50  koncentracija zaviralca, ki zniža encimsko aktivnost za 50 % 
LFA-1  s funkcijo limfocitov povezan antugen-1 (lymphocyte function-
associated antigen-1) 
mRNA  informacijska RNA 
MTS   3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-
2H-tetrazolijeva sol 
PBS  fosfatni pufer z NaCl 
siRNA  mala interferenčna RNA 
ZCM  zunajcelični matriks 
 
Klara Bohinc, Diplomska naloga 
Vpliv zaviralcev katepsina X na živost in migracijo celic raka prostate PC-3 
1 
 
1. UVOD 
 
Vzdrževanje zdravega organizma je v veliki meri odvisno od kontrolirane biosinteze, 
zorenja, delovanja in končne razgradnje proteinov [1]. Proteolitski encimi prispevajo k tem 
procesom z ireverzibilno cepitvijo peptidnih vezi v polipeptidni verigi. Proteaze so lahko 
eksopeptidaze in cepijo eno ali več aminokislin na koncu verige N ali C ali pa endopeptidaze 
in cepijo vezi znotraj substrata [2,3]. Peptidaze so glede na katalitične mehanizme razdeljene 
med aspartatske, serinske, treoninske, metalo in cisteinske peptidaze. Zadnje, cisteinske 
peptidaze, sestavljajo največjo katepsinko družino z enajstimi papainu-podobnimi 
peptidazami, ki jih uvrščamo v družino C1, klan CA (klasifikacija MEROPS). Sem spadajo 
katepsini B, C, F, H, K, L, O, W , S, V in X [4]. Sprva je veljalo, da se nahajajo samo v 
lizosomih, kjer nespecifično razgrajujejo proteine (gr. kathepsein pomeni prebavljati), 
vendar so poleg opravljanja osnovnih metabolnih funkcij za samo preživetje celice sposobni 
tudi zelo specifičnih in usmerjenih proteolitskih aktivnosti (sodelovanje v procesiranju 
antigenov, aktivacija proproteinov ipd.) [5]. Za optimalno delovanje potrebujejo rahlo kislo 
in reducirajoče okolje, saj so v nevtralnem pH lahko ireverzibilno nevtralizirani. Kasneje so 
dokazali njihovo prisotnost tudi v več celičnih pododdelkih (jedro, citosol, plazemska 
membrana) kot tudi izvencelično [6].   
Cisteinski katepsini so monomerni proteini z molekulsko maso med 20-35 kDa, z izjemo 
katepsina C, tetramernega proteina, katerega masa je 200 kDa. Večinoma so endopeptidaze, 
kar pomeni, da cepijo peptidno vez znotraj substrata. Katepsina B in H sta primarno 
eksopeptidazi, vendar se lahko obnašata tudi kot endopeptidazi, katepsina C in X pa sta 
eksopeptidazi. C je amino, X pa karboksipeptidaza. Katepsini L, C, H in B so izraženi v vseh 
tkivih, medtem ko se ostali nahajajo le v določenem tipu celic [7]. 
Cisteinski katepsini se kot neaktivni proencimi izrazijo v endoplazemskem retikulumu. 
Signalni peptid je proteolitsko odstranjen med transportom v lumen zrnatega 
endoplazemskega retikuluma. V trans-Golgijevi mreži se glikoziliranim proteinom doda 
manoza-6-fosfatni označevalec, ki omogoča njihovo razvrščanje v endolizosomalne 
pododdelke [8]. V lizosomu so nato prokatepsini aktivirani s proteolitsko odstranitvijo 
njihovih propeptidov. Aktivacija je lahko avtokatalitična ali katalizirana s strani ostalih 
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peptidaz, vendar je tudi pri avtokatalitični aktivaciji vedno tako, da ena katepsinska oz. 
prokatepsinska molekula aktivira drugo [6, 9, 10].   
Cisteinski katepsini sodelujejo v veliko fiziološko pomembnih procesih, kot so remodulacija 
kosti, diferenciacija keratinocitov, aktivacija prohormonov, angiogeneza itd., so pa v 
primeru prevelikega izražanja lahko tudi dejavnik v razvoju bolezni in posledično privlačna 
tarča za farmacevtsko industrijo. Vodijo v ali prispevajo k razvoju nevroloških motenj, 
kardiovaskularnih bolezni, vnetnih procesov, revmatoidnega artritisa, osteoporoze, različnih 
bolezni pljuč, nevrodegenerativnih procesov, malignih obolenj in še številnih drugih 
nezaželenih stanj [7, 11]. Vzroki za povečano izražanje cisteinskih katepsinov so različni, 
največkrat pa so povezani z regulacijo prepisovanja [12] in različnimi citokini [7].  
 
1.1. KATEPSIN X 
 
Katepsin X, tudi katepsin Z ali P [5], so v primerjavi z ostalimi encimi te družine odkrili 
precej pozno. Njegovo aminokislinsko zaporedje deli 26-32 % podobnosti z ostalimi 
človeškimi katepsini in ima ohranjene vse običajne regije, vključno s katalitičnim sistemom. 
[13]. Poleg podobnosti pa izkazuje tudi nekaj značilnosti, ki bi ga lahko uvrstile v posebno 
podskupino [14]. 
Katepsin X je globularen protein, sestavljen iz dveh domen: leve (N-končne), v kateri 
prevladujejo vijačnice α, in desne (C-končne), v kateri prevladuje struktura β (14). Ti dve 
domeni oblikujeta aktivno mesto v obliki črke V, z reaktivnima aminokislinskima 
ostankoma 𝐶𝑦𝑠31 (domena N) in 𝐻𝑦𝑠180 (domena C) [15].  
Njegov propeptid je zelo kratek. Sestavlja ga le 38 aminokislinskih ostankov, kar je v 
primerjavi s 100 aminokislinskih ostankov dolgim propeptidom katepsina L ali 206 
aminokislinskih ostankov dolgim propeptidom katepsina C zelo malo. Poleg tega ne deli 
znatne podobnosti s propeptidi drugih katepsinov [13]. Njegova proregija ne vsebuje 
sekundarne strukture in preko aminokislinskega ostanka 𝐶𝑦𝑠10𝑝 tvori disulfidno vez s 𝐶𝑦𝑠31 
aktivnega mesta. Gre za prvo opaženo kovalentno povezavo med propeptidom cisteinske 
peptidaze in zrelim encimom ter predstavlja nov mehanizem regulacije encimske aktivnosti. 
Zaradi kratkosti in nestrukturiranosti propeptid nima posebne vloge pri pravilnem zvijanju, 
lahko pa zaradi tvorbe disulfidne vezi stabilizira konformacijo domene N [14]. 
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V primerjavi z ostalimi člani te encimske družine vsebuje katepsin X v domeni N zrelega 
encima dva vstavka, ki ga razlikujeta od ostalih. Daljši, dolg 15 aminokislin, se nahaja v 
regiji, kjer ni veliko sekundarnih struktur (𝐶𝑦𝑠109 − 𝐴𝑠𝑛123) in v primerjavi s katepsinom 
B strukturno sovpada v predel, ki mu daje karboksidipeptidazno aktivnost. Na katalitično 
funkcijo ne vpliva, lahko pa sodeluje pri interakcijah z ostalimi proteini [13, 14]. Drugi, 3 
aminokislinske ostanke dolg vstavek (zanka mini), je tik pred katalitičnim Cys31. Ostali 
katepsini imajo to regijo ohranjeno, saj je pomembna za njihovo endopeptidazno aktivnost, 
v katepsinu X pa zanka mini delno zakriva dostop v aktivno mesto in mu omogoča striktno 
eksopeptidazno aktivnost [13, 14, 15]. 
Od šestih disulfidnih vezi v prokatepsinu X sta dve strukturno značilni tudi za druge člane 
cisteinskih peptidaz papainske družine, ostale tri pa le za prokatepsin X. Ena izmed njih je 
povezava med proregijo in aktivnim encimom, druga se nahaja v daljšem 15 aminokislinskih 
ostankov dolgem vstavku, tretja pa med dvema sosednjima β-strukturama [16, 17]. Struktura 
prokatepsina X je prikazana na Sliki 1. 
 
Slika 1: Shematski prikaz prokatepsina X. Propeptid je označen s svetlo rjavo, zreli encim z zeleno, 25 C-
končnih aminokislinskih ostankov s temno zeleno, zanka mini z magento, večji, 15 aminokislin dolg vstavek z 
modro, ohranjeni disulfidni vezi z rdečo ter edinstvene disulfidne vezi z rumeno barvo. 
𝐴𝑘𝑡𝑖𝑣𝑛𝑜 𝑚𝑒𝑠𝑡𝑜 𝑠 𝐶𝑦𝑠31 in 𝐻𝑦𝑠180 je označeno z modro barvo [povzeto po 14]. 
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Katepsin X je v tkivih omejen skoraj izključno na celice imunskega sistema, kjer regulira 
proliferacijo, zorenje, migracijo, adhezijo, fagocitozo in prenos signalov. Bolj natančno, 
nahaja se v monocitih, makrofagih in dendritičnih celicah [18, 19, 20], zaznali pa so ga tudi 
v pljučih (alveolarnih makrofagih, epiteliju bronhijev ter alveolarnih celicah tipa II) ter 
možganih (celice mikroglije, astrociti, nevroni, ependimske celice) [19,20]. 
Zanimivo pa so izražanje mRNA katepsina X določili v različnih tkivih. Visoke vrednosti so 
zaznali v placenti, pljučih, jetrih, ledvicah, trebušni slinavki, debelem črevesu, jajčnikih, 
levkocitih v periferni krvi, tankem črevesju in vranici. Nižje vrednosti izražanja so dokazali 
v srcu, možganih, skeletnih mišicah in priželjcu [19]. Precejšnjo prisotnost so dokazali tudi 
v živčnih celicah in celicah imunskega sistema, pa tudi v različnih celicah tumorjev [16]. 
 
1.2. KATEPSIN X IN RAK 
 
Cisteinski katepsini so vpleteni v različne faze napredovanja rakavih obolenj, vključno s 
procesi celične transformacije, diferenciacije, adhezije, metastaziranja in tumorske 
angiogeneze [21]. Zaradi naraščajočega števila dokazov se v zvezi s tem vedno več vrednoti 
tudi specifično funkcijo in lokacijo katepsina X. Gen, ki ga kodira, se nahaja v kromosomski 
regiji 20q13, ki je zelo aktivna pri več vrstah raka. Ta regija naj bi vsebovala enega ali več 
onkogenov in katepsin X je možen kandidat [22].  
Povezava med količino katepsina X v tumorjih in telesnih tekočinah bolnikov z rakom ter 
kliničnimi in patološkimi parametri podpira njegovo aktivno vlogo v napredovanju bolezni. 
Vrednosti aktivnega encima so pri zdravih ljudeh zelo nizke [19]. Povišane vrednosti so 
odkrili v serumu bolnic z rakom dojke [23], jih povezali z nižjimi preživetvenimi možnostmi 
pri bolnikih z rakom pljuč ter ugotovili, da se v višjih vrednostih iz tumorjev in okoliških 
imunskih celic izloča tudi prokatepsin X [25]. Pri raku želodca ter prostate sta povečana tako 
protein katepsin X kot njegova mRNA [26, 27]. Nagler in sod. so dokazali, da je bila količina 
celokupnega katepsina X v plazmi značilno povečana pri bolnikih, ki so utrpeli hudo travmo, 
še posebno pri tistih, ki so umrli v posttravmatskem obdobju [28]. Dvignjena raven encima 
je povezana z večjo smrtnostjo bolnikov raka debelega črevesa [29]. Spremenjeno izražanje 
katepsina X pa so opazili tudi pri malignem melanomu in hepatocelularnem karcinomu 
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[29,30]. Povečano izločanje prokatepsina X je v primerjavi z njegovo aktivno obliko tipično 
za maligne procese, zaradi česar bi bila lahko preiskava celokupnega katepsina X v serumu 
boljši indikator stanja bolezni kot količina aktivnega katepsina X [27]. Povišane vrednosti 
katepsina X so našli tudi v imunskih celicah, infiltriranih na mesto tumorja v pljučih, kljub 
temu da ga v samih rakavih celicah ni bilo veliko [19]. V nasprotnem primeru pa je bilo 
dokazano, da pomanjkanje oz. znižanje količine katepsina X v telesu vodi v pospešeno 
celično senescenco, kar predstavlja močan mehanizem zaviranja tumorjev [16]. 
Predpogoj za invazijo, angiogenezo in metastaziranje je razgradnja zunajceličnega matriksa 
(ZCM) in bazalne membrane, torej odstranitev potencialne bariere za razširjanje celic. Poleg 
neposrednega delovanja na ZCM lahko nekatere peptidaze vplivajo na celično signaliziranje 
[29], deaktivirajo endogene zaviralce [31], regulirajo apoptozo tumorskih celic [32], 
onemogočijo protitumorski odziv, povečajo imunsko toleranco [33] … Katepsin X kot 
karboksipeptidaza verjetno ni bistveno vpleten v razgradnjo ZCM, lahko pa vpliva na vrsto 
drugih mehanizmov. Tarče njegove eksopeptidazne aktivnosti so kemokin CXCL-12, 
enolaza , bradikinin, kalidin, huntingtin ter za procese, povezane z razvojem tumorja 
pomembni integrinski receptorji in profilin 1 [34]. 
Eden izmed možnih mehanizmov, s katerimi katepsin X pripomore k napredovanju 
tumorjev, je uravnavanje adhezijskih lastnosti tumorskih celic preko interakcije z 
integrinskimi receptorji. Prokatepsin X se preko posebnega motiva v njegovi strukturi veže 
na integrinske receptorje tipa 3 in 5, ki so zelo pogosto prisotni na površini rakavih celic 
in jih povezujemo s tumorsko rastjo, angiogenezo in metastaziranjem [36, 37]. Adhezija 
rakavih celic je lahko regulirana tudi s strani aktivnega katepsina X. Ta s proteolitično 
cepitvijo štirih aminokislin na koncu C β2 integrinskih receptorjev stabilizira aktivno 
konformacijo njihove zunanje domene in s tem poveča vezavo komponent ZCM in ostalih 
ligandov. Zanimiva možnost je, da bi katepsin X lahko zamenjal migracijski način tumorskih 
celic iz mezenhimskega, tipičnega za večino fenotipov tumorskih celic, v ameboidnega, 
tipičnega za limfocite T. Prekomerno izražanje katepsina X v celicah T namreč poveča 
migracijo skozi ZCM z aktivacijo integrinskega receptorja β2 LFA-1 [21, 37]. 
Druga pomembna tarča katepsina X, v zvezi z rakavimi obolenji, je tumorski supresor 
profilin 1, katerega stopnja izraženosti korelira z mobilnostjo celic in je zmanjšana pri več 
vrstah raka [38]. Po cepitvi konca C s katepsinom X se zmanjša dovzetnost profilina 1 za 
Klara Bohinc, Diplomska naloga 
Vpliv zaviralcev katepsina X na živost in migracijo celic raka prostate PC-3 
6 
 
vezavo poli-L-prolinskih ligandov, vezava le-teh pa je med drugim obvezna tako za 
spremembe v celičnem skeletu preko polimerizacije aktina kot tudi za potek endocitoze, 
vodene s klatrinom ter številne druge procese. Na celični liniji raka prostate PC-3 so z 
utišanjem katepsina X s siRNA in z uporabo zaviralca AMS-36 dokazali značilno zmanjšano 
migracijo, invazijo in adhezijo celic, skupaj s povečano polimerizacijo aktina in vezavo 
klatrina. Ker so to za razvoj tumorja ključni procesi, bi bil profilin 1 lahko osrednja tarča 
aktivnosti katepsina X v tumorskih celicah [39].  
Katepsin X k poslabšanju stanja dodatno pripomore tudi s sodelovanjem v epitelijsko-
mezenhimskem prehodu. Pri tem pride do vrste biokemijskih sprememb, ki polarizirane 
epitelijske celice pretvorijo v mezenhimske celice z migratornimi in invazivnimi lastnostmi 
[40]. Poveča se jim tudi rezistenca na apoptozo. Kot že omenjeno, katepsin X ni vključen v 
razgradnjo ZCM, lahko pa ob prevelikem izražanju vpliva tudi na povečanje količine 
metaloproteaz, ki to funkcijo imajo [28]. Ob povišanih vrednostih encima so tumorske celice 
poleg vsega sposobne zaobiti celično senescenco, ki preprečuje proliferacijo in invazijo 
malignih celic [41]. 
 
1.3. KATEPSIN X IN NEVRODEGENERATIVNE BOLEZNI 
 
Staranje možganov povezujemo z napredujočim slabšanjem kognitivnih funkcij in spomina, 
spremljajo pa ga spremembe v izražanju in aktivnosti lizosomskih peptidaz. To lahko 
spodbudi oz. pospeši nastanek določenih nevrodegenerativnih bolezni, kot so Alzheimerjeva 
bolezen, Parkinsonova bolezen, tautopatije, Huntingtonova bolezen, nepravilno delovanje 
lizosomov (ang. lysosomal storage disease), amiotropna lateralna skleroza [20] … Večina 
opravljenih študij do zdaj se je osredotočala na katepsine B, L in S, ki naj bi bile najbolj 
aktivne peptidaze, kar se tiče vpletenosti v mehanizme smrti nevronov in nevrotoksičnih 
učinkov, vedno več pa je dokazov tudi o sodelovanju katepsina X [42]. 
V centralnem živčnem sistemu se katepsin X nahaja v celicah mikroglije, ependimskih 
celicah in astrocitih, na modelu miši pa so ga dokazali tudi v nevronih [43]. Njegova vloga 
je pomembna tako v nevrodegenerativnih procesih normalno prisotnih tekom staranja kot 
tudi boleznih nevronske degeneracije. Njegovo izražanje in proteolitska aktivnost sta s 
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starostjo povečana, na mišjih modelih pa so dokazali, da se začne zbirati v celicah glije in 
nevronih [44]. Prav tako je vključen v proces vnetne nevrodegeneracije, posredovane s strani 
aktivirane mikroglije. Ta se odzove na poškodbe nevronov in odstrani poškodovane celice s 
fagocitozo ter predstavlja tipičen histopatološki znak Parkinsonove bolezni, Alzheimerjeve 
bolezni in amiotropne lateralne skleroze. Aktivirana mikroglija začne sproščati katepsin X v 
procesu aktivacije skupaj s provnetnimi molekulami, kot so kemokini, citokini in reaktivne 
kisikove spojine [20, 45]. 
S cepitvijo enolaze γ katepsin X ovira preživetje nevronov in nevritogenezo - dva procesa, 
potrebna za normalno delovanje živčnega sistema, s cepitvijo enolaze α pa onemogoči 
aktivacijo plazminogena, s čimer vpliva na diferenciacijo nevronov in dolžino nevritov [43]. 
Na mišjem modelu so dokazali, da katepsin X s cepitvijo enolaze γ, ki v neposredni bližini 
senilnih plakov zmanjša toksičnost amiloida β, zmanjša njen nevroprotektivni učinek, s tem 
pa poslabša potek Alzheimerjeve bolezni [46]. Cepi tudi k agregaciji nagnjene peptide, ki se 
nalagajo v nevronskih celicah in vsebujejo zaporedje poli-Q. Tipičen primer je huntingtin, 
ki izkazuje toksične učinke in ga povezujemo s Huntingtonovo boleznijo. Po cepitvi na 
krajše fragmente se njegova toksičnost poveča [47, 48].  
Dodatno ima katepsin X pomembno vlogo v poškodbah nevronov, povzročenih s strani 6-
hidroksidopamina (6-OHDA), pogostega nevrotoksina, uporabljenega v modelih 
Parkinsonove bolezni. S svojim sodelovanjem negativno vpliva na izgube dopaminergičnih 
nevronov v substantia nigra. Enak učinek doseže tudi po povečanem izločanju iz mikroglije, 
če ta preide v aktivirano stanje zaradi vnetnega dražljaja, sproženega s strani 
lipopolisaharidov [42].  
 
 
1.4. ENDOGENI IN EKSOGENI ZAVIRALCI KATEPSINA 
X 
 
V bioloških sistemih je proteolitska aktivnost peptidaz kontrolirana na vseh stopnjah njihove 
biosinteze: od regulacije izražanja na nivoju prepisovanja in prevajanja, sinteze encima kot 
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neaktivnega proencima, aktivacije, razporejanja po granulah in veziklih do kontrole z 
endogenimi zaviralci [49].  
Lizosomalni cisteinski katepsini so izraženi kot neaktivni prekurzorji. Po aktivaciji je 
njihova aktivnost ves čas pod nadzorom endogenih zaviralcev [50]. Ti zaviralci so razdeljeni 
v superdružine cistatinov (stefini, cistatini, kininogeni) in tiropine. Gre za kompetitivne in 
reverzibilne zaviralce, ki preprečijo vezavo substrata v aktivno mesto [51], vendar med njimi 
ni predstavnika, ki bi zavrl karboksipeptidazno aktivnost katepsina X, tako da se ta endogeni 
kontroli izogne. Z odsotnostjo notranje kontrole se tako katepsin X še po eni lastnosti loči 
od ostalih članov cisteinskih peptidaz [52]. 
Število eksogenih zaviralcev, zmožnih zaviranja cisteinskih peptidaz, je vedno več. Gre za 
proteinske in neproteinske molekule različnega izvora, izolirane iz živali, mikroorganizmov, 
rastlin in gliv, ter nevtralizirajoča monoklonska protitelesa in male sintetične molekule [53]. 
Glavni razredi zaviralcev cisteinskih katepsinov, ki so bili testirani na živalskih modelih, so 
nitrili, vinilni sulfoni in epoksisukcinili [54]. Kljub naraščajočemu številu pa jih ima le malo 
potencial za vstop v klinične študije. Najbolj znan zaviralec cisteinskih katepsinov je E-64 
(1-[1-N-(trans-epoksisukcinil)leucil-4-gvanidinobutan), izoliran iz glive Aspergillus 
japonicus [53]. Poleg tega, da je nespecifičen in ireverzibilen, je tudi šibek zaviralec 
katepsina X [55]. Njegova struktura je služila kot osnova za sintezo več derivatov z 
izboljšano specifičnostjo za izbrane peptidaze, a slednji zaradi slabe celične prepustnosti, 
nezadostne specifičnosti in ireverzibilne narave zaviranja nikoli niso prišli do klinične prakse 
[56, 57]. Epoksisukcinilni zaviralec AMS36 je bil prvi ireverzibilni zaviralec, ki je v mišjih 
tumorjih pokazal določeno stopnjo specifičnosti za katepsin X, vendar je v drugih tkivih 
izkazoval navzkrižno reaktivnost s katepsinom B. Kljub temu je bil v raziskavah večkrat 
uporabljen kot zaviralec katepsina X, vzporedno z uporabo specifičnega monoklonskega 
protitelesa 2F12 ali z utišanjem katepsina X s specifično siRNA. Sledila je identifikacija več 
na triazolu osnovanih spojin, ki preko reverzibilnega, kompetitivnega mehanizma delovanja 
specifično zavrejo katepsin X. Najbolj učinkovita spojina iz te skupine je 1-(2,3-
dihydrobenzo[b] [1,4]dioxin-6-yl)-2-((4-isopropyl-4H-1,2,4-triazol-3-yl)thio)ethan-1-one, 
imenovana Z9. Posledica njenega zaviranja katepsina X sta učinkovito zmanjšana migracija 
tumorskih celic in zmanjšano izraščanje nevronov in vitro, dva procesa, ki ju v tumorskih 
celicah oz. nevronih nadzoruje katepsin X. Kasneje so na podlagi strukture Z9 sintetizirali 
novo skupino spojin (ki se strukturno le malo razlikuje od starševske spojine), s pomočjo 
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katerih bi določili odvisnost sposobnosti zaviranja katepsina X od strukture zaviralca [55]. 
Slednje bom v svojem diplomskem delu predstavila tudi sama. 
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2. CILJI DIPLOMSKEGA DELA 
 
Katepsin X je peptidaza, ki ob svoji prekomerni aktivnosti doprinese k nastanku rakavih 
obolenj ter vnetnih ali nevnetnih nevrodegenerativnih motenj, zato je privlačen kot tarča za 
razvoj učinkovitih zaviralcev, ki bi jih lahko uporabljali v klinični praksi. Zaviralci katepsina 
X, ki jih že poznamo, so bodisi ireverzibilne narave z nizko selektivnostjo bodisi reverzibilni 
in specifični, vendar še vedno z ne dovolj zadovoljivo učinkovitostjo. Na podlagi strukture 
zaviralca katepsina X Z9 so na UL-FFA sintetizirali skupino strukturno sorodnih spojin. Po 
testiranju njihove zaviralne aktivnosti in določitvi IC50 najbolj učinkovitim je ostalo 5 spojin, 
ki so po učinkovitosti zaviranja katepsina X primerljive zaviralcu Z9. Namen diplomske 
naloge je ovrednotiti teh pet novih zaviralcev na ustrezni celični liniji. 
V prvem delu diplomske naloge bomo preverili morebitno citotoksično delovanje novih 
zaviralcev katepsina X na celično linijo raka prostate PC-3 po 24 in 48 urah. Uporabili bomo 
kolorimetrično metodo, test MTS, ki temelji na redukciji tetrazolijeve soli do formazana. V 
drugem delu naloge pa bomo preverili vpliv zaviralcev, ki se bodo izkazali za necitotoksične, 
na migracijo celic PC-3. Migracijo bomo izvedli na napravi xCELLigence, ki omogoča 
zasledovanje tega procesa v realnem času. Pri obeh testiranjih bomo uporabili dve kontroli: 
negativno kontrolo DMSO (v tem topilu so raztopljeni zaviralci) in pozitivno kontrolo, 
zaviralec katepsina X Z9, ki uspešno zavre migracijo celic PC-3.  
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3. MATERIALI IN METODE  
3.1 MATERIALI 
3.1.1. Laboratorijska oprema in pripomočki 
 
MATERIAL IME PROIZVAJALCA 
avtomatska večkanalna pipeta Biohit, Helsinki, Finska 
avtomatske pipete Biohit, Helsinki, Finska 
bralec mikrotitrskih plošč Tecan 
𝑺𝒂𝒇𝒊𝒓𝒆𝟐𝑻𝑴 
Tecan Group Ltd., Männerdorf, Švica 
celični inkubator CB 210 Binder  Binder, Tuttlingen, Nemčija  
centrifuga Heraeus Megafuge 16R Thermo Scientific, Rochester, NY, ZDA 
centrifugirke TPP, Trasadingen, Švica 
citometer za štetje celic Thomba Brand, Wertheim, Nemčija 
gojilna posoda s filtrom velikosti T75 TPP, Trasadingen, Švica 
hladilnik Gorenje, Ljubljana, Slovenija 
komora z laminarnim pretokom zraka 
PIO SMBC 183AV, PIO LVFP9 
Iskra, Ljubljana, Slovenija 
krioviale TPP, Trasadingen, Švica 
mikroskop Nikon TMS-F Nikon, Tokyo, Japonska 
mikrotitrske plošče s 96 vdolbinicami 
TPP® 
TPP, Trasadingen, Švica 
sistem xCELLigence RTCA DP Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 
Nemčija 
vibracijski mešalnik Vibromix 10 Tehtnica, Železniki, Slovenija 
vodna kopel GFL, Burgwedel, Nemčija 
zamrzovalnik Gorenje, Ljubljana, Slovenija 
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3.1.2. Kemikalije in reagenti 
 
KEMIKALIJE IME PROIZVAJALCA 
DMSO Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA 
 
EDTA Sigma-Aldrich  
96 One Aqueous Cell Titer 𝟗𝟔®Aqueous 
One Solution Cell Proliferation Assay 
(set kemikalij) 
Promega, Madison, ZDA 
 
fibronektin  BD Biosciences 
nigrozin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA 
 
PBS (brez Ca2+ in Mg2+) Gibco𝑇𝑀 Thermo Fisher Scientific Inc., 
Waltham, MA,ZDA 
 
PBS z 0,02 % EDTA 
537 μL 0,5M EDTA 
50 mL  10 × PBS   
450 mL destilirana voda 
Sterilno filtriramo.  
10 × PBS 
80g NaCl 
2g  KCl 
18,05g 𝑁𝑎2𝐻𝑃𝑂4  ×  𝐻2𝑂 
2,4g 𝐾𝐻2𝑃𝑂4 
Raztopimo v 1 L destilirane vode in uravnavamo pH na 7,4. 
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3.1.3. Encimi 
ENCIM IME PROIZVAJALCA 
tripsin 𝐺𝑖𝑏𝑐𝑜𝑇𝑀 Thermo Fisher Scientific Inc., 
Waltham, MA, ZDA 
 
 
3.1.4. Gojišča in njihova sestava 
 
GOJIŠČE KEMIKALIJE KOLIČINA  
(Σ 100 mL) 
IME 
PROIZVAJALCA 
brezserumsko 
gojišče 
Osnovni gojišči: 
Advanced DMEM / 
F-12 
98 mL 1:1 𝐺𝑖𝑏𝑐𝑜𝑇𝑀 Thermo 
Fisher Scientific 
Inc., Waltham, MA, 
ZDA 
L-glutamin 1 mL Sigma-Aldrich , St. 
Louis, MO, ZDA Antibiotika:  
penicilin, 
streptomicin,  
1 mL 
kompletno gojišče Osnovni gojišči: 
Advanced DMEM / 
F-12  
88 mL 1:1 𝐺𝑖𝑏𝑐𝑜𝑇𝑀 Thermo 
Fisher Scientific 
Inc., Waltham, MA, 
ZDA FBS  10 mL 
L-glutamin 1 mL Sigma-Aldrich , St. 
Louis, MO, ZDA 
 
Antibiotika: 
penicilin, 
streptomicin 
1 mL 
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3.1.5. Zaviralci 
Vsi zaviralci so bili sintetizirani na Katedri za farmacevtsko kemijo, Fakultete za farmacijo in 
delno okarakterizirani na Katedri za farmacevtsko biologijo, Fakultete za farmacijo. Njihova 
IC50 je primerljiva vrednosti IC50 že objavljenega selektivnega in reverzibilnega zaviralca 
katepsina X Z9, ki ga v nalogi uporabljamo kot pozitivno kontrolo. 
ZAVIRALEC KEMIJSKA 
STRUKTURA 
MOLSKA MASA 
[g/mol] 
Z9 
 
319,38 
GDK-CX24 
 
290,34 
GDK-CX26 
 
276,31 
GDK-CX32 
 
291,33 
GDK-CX38 
 
315,35 
MH-CX14 F2-8 
 
378,41 
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3.2. METODE 
3.2.1. Delo s sesalskimi celičnimi kulturami 
 
Celična linija raka prostate PC-3 
Uporabljali smo celično linijo raka prostate PC-3 (ATCC: CRL -1435, Mannasas, ZDA), ki je 
bila izolirana iz metastaz v kosteh bolnika z adenokarcinomom četrte stopnje. Celice 
morfološko uvrščamo med epitelne celice.  
Delo je potekalo v aseptičnih pogojih v komori z laminarnim pretokom zraka.  
 
Odmrznitev celic 
Kriovialo s celično kulturo, shranjeno v tekočem dušiku, smo za dve minuti prenesli v vodno 
kopel, segreto na 37 °C. Nato smo celice prenesli v centrifugirko s 4mL segretega gojišča. 
Centrifugirali smo 5 min, pri sobni temperaturi in 1200 rpm. Supernatant smo odstranili, celice 
resuspendirali v 1 ml segretega gojišča in jih prenesli v gojilno posodo, kamor smo predhodno 
dali 8 mL segretega gojišča. Celice smo gojili pri 37 °C in 5 % CO2. Gojišče smo zamenjali na 
2-3 dni. 
 
Presajanje celic 
Celice smo presajali vsakič, ko so dosegle ustrezno gostoto (80 %), oziroma kadar smo nastavili 
poskus. 
Najprej smo zavrgli staro gojišče in celice dvakrat sprali s 5 mL PBS (brez 𝐶𝑎2+𝑖𝑛 𝑀𝑔2+). 
Nato smo celicam dodali predhodno pripravljeno raztopino tripsina (5mL PBS z 0,02 % EDTA 
in 90 μL tripsina) in inkubirali 8 min, da so se celice sprostile s podlage. Celično suspenzijo 
smo nato prenesli v centrifugirko, kamor smo predhodno dodali 3mL gojišča, in centrifugirali 
5 min na 2000 rpm pri sobni temperaturi. Supernatant smo odlili, celice pa resuspendirali v 
1mL gojišča. V gojilno posodo z 8 mL gojišča smo dodali 120 μL celične suspenzije, jih 
preverili pod mikroskopom in jih do uporabe gojili v inkubatorju. 
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Štetje celic 
Pri določenih poskusih potrebujemo določeno koncentracijo celic. Le-to izračunamo s pomočjo 
štetja celic z Bürker-Türkovo števno komoro, to je objektno stekelce z vgravirano kvadratno 
mrežo standardnih dimenzij.  
Od 1 mL celične suspenzije, ki smo jo dobili pri precepljanju ob koncu centrifugiranja, smo 
vzeli 10 μL in dodali 90 μL gojišča. Dodali smo še 100 μL 0,2 % raztopine barvila nigrozina 
(barvilo, ki vstopi samo v celice s poškodovano membrano, torej mrtve celice) in na vsako stran 
komore nanesli 10 μL ter prešteli število živih (neobarvanih) celic pod svetlobnim 
mikroskopom. Postopek smo ponovili. Koncentracijo smo izračunali po Enačbi 1 in jo izrazili 
kot število celic na mL: 
Enačba 1: Izračun koncentracije celic 
𝑐 [š𝑡. 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐 𝑚𝐿⁄ ] = 𝑁 × 𝐹 × 104 
Kjer je N povprečno število živih celih po štirih štetjih, F faktor redčenja, ki v našem primeru 
znaša 20 (pomnožimo faktor redčenja 10, ki smo ga dobili pri redčenju celične suspenzije z 
gojiščem, ter faktor redčenja 2, ki smo ga dobili pri redčenju z nigrozinom), in 104 faktor, ki 
omogoča, da izrazimo koncentracijo celic kot število celic na mL. 
 
3.2.2. Test citotoksičnosti  
 
Za testiranje citotoksičnosti izbranih zaviralcev smo uporabili kolorimetrični test MTS 
(CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay), ki vsebuje 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolijevo sol (MTS) in 
reagent za sklapljanje elektronov fenazin etosulfat (FES) [39]. 
Test MTS temelji na redukciji rumene tetrazolijeve soli v vijolično obarvan formazan. To se 
zgodi pod vplivom NADH oziroma NADPH, ki sta kofaktorja encimov dehidrogenaz in 
nastajata v metabolno aktivnih celicah (prikazano na Sliki 2). Količino nastalega formazana 
izmerimo spektrofotometrično pri valovni dolžini 492 nm. V območju izmerjene absorbance 
0,4 do 0,8 obstaja linearna odvisnost med absorbanco formazana in številom metabolno 
aktivnih oz. živih celic.  
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Slika 2: Grafična ponazoritev redukcije MTS v formazan ob prisotnosti NAD(P)H 
 
Poskus je potekal 4 dni: 
Dan 1:  
Celice smo odlepili od podlage, prešteli, izračunali njihovo koncentracijo in jih nato nacepili 
na 2 sterilni mikrotitrski ploščici. Na prvo, ki smo jo v nadaljevanju uporabili za testiranje 
citotoksičnosti zaviralcev po 24 urah, smo nacepili 1 × 105 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐/𝑚𝐿, v drugo, ki smo jo 
uporabili za testiranje citotoksičnosti zaviralcev po 48 urah, pa 8 × 104 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐/𝑚𝐿. V vdolbinice 
smo napipetirali po 100 μL celične suspenzije (na Sliki 3 označeno z oranžno barvo), v zunanje 
vdolbinice (na Sliki 3 označene z modro barvo) pa po 140 μL sterilizirane prečiščene vode. Ta 
je preprečevala izhlapevanje gojišča v inkubatorju in posledično spremembo koncentracije 
zaviralca.  
 
Dan 2: 
Pripravili smo 50 mM koncentracijo zaviralcev v DMSO. Le-to smo nadalje redčili z DMSO 
do koncentracije 10 mM. 1 μL pripravljene razredčine smo dodali 999 μL kompletnega gojišča 
in tako pripravili končno 10 M koncentracijo zaviralcev v kompletnem gojišču. Vsebnost 
DMSO v gojišču je manjša od 1 %, kar je zgornja priporočena meja pri delu s celicami.  
Klara Bohinc, Diplomska naloga 
Vpliv zaviralcev katepsina X na živost in migracijo celic raka prostate PC-3 
18 
 
Celicam smo odstranili staro gojišče in nanje nanesli pripravljena gojišča z zaviralci. Delali 
smo v treh ponovitvah. Pri testiranju smo uporabili tri kontrole. Za slepo kontrolo nam je služilo 
kompletno gojišče z dodanimi zaviralci (na Sliki 3 označeno z zeleno barvo). Negativno 
kontrolo je predstavljalo na celice naneseno kompletno gojišče z ustrezno vsebnostjo DMSO, 
ki smo ga uporabili tudi kot topilo za zaviralce, pozitivno kontrolo pa na celice naneseno 
kompletno gojišče z zaviralcem Z9 (10 M). Obe mikrotitrski ploščici smo vrnili v inkubator.  
 
 
Slika 3: Shema postavitve vzorcev pri testu MTS. Z zeleno barvo je označeno področje gojišča z zaviralci, ki nam 
je služilo za slepo kontrolo, z oranžno barvo področje s celicami, na katere smo nanesli testirane zaviralce, z 
modro barvo pa sterilizirana prečiščena voda, ki je služila preprečevanju izhlapevanja gojišča. 
 
Dneva 3 in 4: 
Mikrotitrsko ploščico smo vzeli iz inkubatorja in v vsako vdolbinico odpipetirali 10 μL reagenta 
MTS. Po 75-minutni inkubaciji smo izmerili absorbanco pri 492 nm na bralcu Tecan 
𝑆𝑎𝑓𝑖𝑟𝑒2𝑇𝑀. Iz izmerjenih absorbanc posamezne vdolbinice smo nato izračunali živost celic 
(Enačba 2): 
Enačba 2: Izračun deleža živih celic 
𝑑𝑒𝑙𝑒ž ž𝑖𝑣𝑖ℎ 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐 [%] = (Ā𝐶 −  Ā𝑠𝑙𝑒𝑝𝑎 ) (Ā𝑁𝐾⁄ −  Ā𝑁𝐾 𝑠𝑙𝑒𝑝𝑎) × 100 
Enačba se nanaša na posamezno spojino. Najprej smo izračunali povprečno vrednost absorbanc 
v vdolbinicah s celicami (Ā𝐶) in od tega odšteli slepo kontrolo, torej povprečno vrednost 
absorbanc, dobljenih v vdolbinicah z gojiščem in zaviralcem (Ā𝑠𝑙𝑒𝑝𝑎). Razliko smo potem delili 
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z vrednostjo absorbance DMSO na celicah oziroma negativne kontrole (Ā𝑁𝐾), od katere smo 
predhodno ravno tako odšteli ustrezno slepo kontrolo - DMSO in gojišče (Ā𝑁𝐾 𝑠𝑙𝑒𝑝𝑎). Za 
negativno kontrolo je bilo predpostavljeno 100 % preživetje celic. 
Tretji dan smo izvedli test po 24-urni izpostavljenosti celic zaviralcem, četrti dan pa po 48-urni 
izpostavljenosti. Za statistično vrednotenje vpliva zaviralcev na živost celic smo v programu 
Excel uporabili dvostranski Studentov t-test. Vrednosti p ≤ 0,05 so predstavljale statistično 
značilno razliko med kontrolo in testirano spojino.  
 
3.2.3. Celična migracija 
 
Za testiranje vpliva zaviralcev na migracijo celic smo uporabili sistem xCELLigence Real-Time 
Cell Analyzer Dual Plate (RTCA DP) Instrument (ACEA Biosciences). Gre za tehnologijo, ki 
temelji na spremembi električne upornosti oziroma impendanci in nam omogoča pridobitev 
rezultatov v realnem času. Osnova sistema je plošča CIM (cellular invasion/migration - CIM), 
ki vsebuje mikroelektronske senzorje (zlate elektrode), integrirane na spodnji strani 
polietilentereftalatne membrane. Ta pripada zgornjemu delu plošče in prostor/komoro, ki jo po 
spoju ustvarita spodnja in zgornja plošča, razdeli na dva dela. Ko celice skozi membrano 
migrirajo iz zgornjega v spodnji del, ki vsebuje gojišče s kemoatraktantom, se pritrdijo na te 
elektronske senzorje in s tem povečajo upornost (Slika 4). To sistem zabeleži kot porast 
celičnega indeksa, ki je odvisen od števila celic in njihove oblike, ta pa je odvisna od moči 
pritrditve [40].  
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Slika 4: Shematski prikaz prečnega prereza plošče CIM [povzeto po 58] 
 
Najprej smo na obe strani zgornjega dela plošče CIM nanesli fibronektin, ki je olajšal in tudi 
pospešil pritrjevanje celic. Iz embalaže smo vzeli zgornji del plošče in na spodnjo stran (kjer so 
zlate elektrode) nanesli fibronektin (30 μl s koncentracijo 10 μg/mL) ter inkubirali 30 min v 
sterilni komori. Na zgornjo stran smo nanesli 50 μL fibronektina v enaki koncentraciji ter 
inkubirali dve uri v inkubatorju. Med nanosom smo pazili, da med pipetiranjem ni nastal zračni 
mehurček, ki bi kasneje vplival na migracijo celic. Po inkubaciji smo preostali fibronektin iz 
vdolbinic odstranili in le-te sprali s 50 μL PBS. 
Naslednji korak je bil spojitev zgornjega in spodnjega dela plošče in začetni test (tj. meritev 
ozadja). Iz embalaže smo vzeli še spodnji del plošče in v vsako vdolbinico dodali 160 μL 
kompletnega gojišča (vsebuje kemoatraktant FBS). Oba dela smo pritrdili skupaj in v zgornje 
vdolbinice odpipetirali 50 μL brezserumskega gojišča. Zaviralce smo dodali tako v spodnje kot 
v zgornje gojišče. Kompletno gojišče vsebuje 10 μM koncentracijo posameznega zaviralca, 
brezserumsko pa 30 μM koncentracijo, saj le-to z dodatkom celic v brezserumskem gojišču 
naknadno 3-krat razredčimo. Za vsak zaviralec smo naredili dve ponovitvi. Ploščico smo nato 
za 30 min vstavili v aparaturo, kjer bo potekala meritev. Namen tega je bila ekvilibracija 
sistema. Po končani inkubaciji smo zagnali program RTCA.  
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Priprava celic: Celice so primerne za izvedbo poskusa, ko prekrijejo 70-80 % gojilne posode. 
24 ur pred testom jih izpostavimo brezserumskemu gojišču. Po začetnem testu smo v vdolbinice 
odpipetirali 100 μL celic z ustrezno koncentracijo (2 × 105 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐/𝑚𝑙). V prostor okoli 
vdolbinic smo zaradi preprečitve izhlapevanja gojišča odpipetirali sterilizirano prečiščeno 
vodo. Pripravljeno ploščo CIM s celicami smo 30 min inkubirali v aparaturi in nato začeli z 
merjenjem. Test migracije je potekal neprekinjeno 72 ur, medtem pa je naprava vsakih 15 min 
izmerila celični indeks. Naklone krivulj smo pridobili s pomočjo programa RTCA Software 
(ACEA Biosciences), sposobnost migracije celic pa izračunali s programom Excel.  
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4. REZULTATI 
4.1. VPLIV ZAVIRALCEV NA ŽIVOST CELIC 
 
Učinkovite in delno okarakterizirane zaviralce katepsina X smo nadalje karakterizirali na 
celični liniji raka prostate PC-3. Najprej smo testirali njihovo morebitno citotoksično delovanje. 
Po 24-urni in 48-urni inkubaciji celic v prisotnosti 10 µM koncentracije posameznega zaviralca 
v treh ponovitvah smo izvedli test citotoksičnosti z uporabo reagenta MTS. Naredili smo tri 
biološke ponovitve.  
Uporabili smo ustrezne kontrole, opisane v poglavju 3.2.2. Živost smo izračunali iz izmerjenih 
vrednosti absorbanc (Enačba 2), pri tem pa upoštevali izmerjene vrednosti pri kontrolnih 
vzorcih. Rezultat smo podali v odstotkih glede na negativno kontrolo, za katero smo 
predpostavili 100 % živost.  
 
4.1.1. Vpliv zaviralcev na živost celic po 24-urni inkubaciji 
 
Za posamezno spojino smo naredili tri biološke ponovitve. Na celicah smo vplive zaviralcev 
testirali v treh ponovitvah, za slepo kontrolo pa smo naredili dve. V Preglednici I je prikazan 
izračun povprečnih absorbanc za spojine po odštetju slepe kontrole. Nanaša se na biološko 
ponovitev št. 3. Podatki za prvo in drugo biološko ponovitev so v Prilogi 1.  
Preglednica I: Vrednosti absorbanc spojin po odšteti slepi kontroli, po 24-urni inkubaciji za tretjo biološko 
ponovitev. Z zeleno je označena povprečna vrednost negativne kontrole, z oranžno pa pozitivne kontrole. 
Spojina Ā𝑪 Ā𝑺𝑳 Ā𝑪- Ā𝑺𝑳 
DMSO 0,7734 0,1276 0,6458 
Z9 0,7558 0,1341 0,6217 
CX24 0,6672 0,1262 0,541 
CX26 0,7377 0,1308 0,6069 
CX32 0,7211 0,1299 0,5912 
CX38 0,7219 0,1234 0,5985 
CX14 F2-8 0,7194 0,1271 0,5923 
 
Klara Bohinc, Diplomska naloga 
Vpliv zaviralcev katepsina X na živost in migracijo celic raka prostate PC-3 
23 
 
Na Sliki 5 je prikazana živost celic po 24-urni inkubaciji s spojinami pri posameznih bioloških 
ponovitvah ter pripadajoči standardni odkloni. Na Sliki 6 pa so ponazorjene povprečne 
vrednosti živosti celic in standardni odklon za posamezno spojino za vsa tri biološka testiranja.  
 
 
Slika 5: Grafični prikaz živosti celic PC-3 po 24-urni inkubaciji z zaviralci pri posameznih bioloških ponovitvah. 
 
 
Slika 6: Vpliv zaviralcev katepsina X na živost celic PC-3 po 24 urah. 
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4.1.2. Vpliv zaviralcev na živost celic po 48-urni inkubaciji 
 
Tudi tokrat smo posamezno spojino testirali v treh bioloških ponovitvah in naredili tri ponovitve 
za posamezno spojino ter dve ponovitvi za slepo kontrolo. V Preglednici II je prikazan izračun 
povprečnih absorbanc za spojine po odštetju slepe kontrole. Nanaša se na biološko ponovitev 
št. 3. Podatki za prvo in drugo biološko ponovitev so v Prilogi 1.  
Preglednica II: Vrednosti absorbanc spojin po odšteti slepi kontroli, po 48-urni inkubaciji za tretjo biološko 
ponovitev. Z zeleno je označena povprečna vrednost negativne kontrole, z oranžno pa pozitivne kontrole. 
Spojina Ā𝑪 Ā𝑺𝑳 Ā𝑪- Ā𝑺𝑳 
DMSO 0,6582 0,1219 0,5363 
Z9 0,6241 0,1169 0,5072 
CX24 0,5814 0,1175 0,4639 
CX26 0,6458 0,1269 0,5189 
CX32 0,5978 0,1226 0,4752 
CX38 0,5999 0,1138 0,4861 
CX14 F2-8 0,6018 0,1218 0,4800 
 
 
Na Sliki 7 je prikazana živost celic po 48-urni inkubaciji s spojinami pri posameznih bioloških 
ponovitvah ter pripadajoči standardni odkloni. Na Sliki 8 pa so ponazorjene povprečne 
vrednosti živosti celic in standardni odklon za posamezno spojino za vsa tri biološka testiranja.  
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Slika 7: Grafični prikaz živosti celic PC-3 po 48-urni inkubaciji z zaviralci pri posameznih bioloških ponovitvah. 
 
 
Slika 8: Vpliv zaviralcev katepsina X na živost celic PC-3 po 48 urah. 
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4.2. VPLIV ZAVIRALCEV NA CELIČNO MIGRACIJO 
 
Za nadaljnji test migracije smo izbrali zaviralce, ki citotoksičnosti ne izkazujejo. Testirali smo 
zaviralca CX32 in CX38, ki v nobenem od določenih časovnih obdobij nista izkazala statistično 
značilnega vpliva na živost celic. Zaviralec CX26 je po 48-urni inkubaciji izkazal šibek 
citotoksičen vpliv na preživetje celic, poleg tega ima vrednost 𝐼𝐶50 slabšo od vrednosti 
𝐼𝐶50 zaviralca Z9, kar se ne ujema z našo tendenco po iskanju nadgradnje Z9 [55]. Zaviralca 
CX24 in CX14 F2-8 zaradi citotoksičnosti nista bila primerna za testiranje migracije.  
Vpliv zaviralcev na sposobnost migracije celic PC-3 smo določili na napravi xCELLigence, ki 
omogoča zasledovanje tega procesa v realnem času. Poskus je potekal neprekinjeno 72 ur, 
medtem pa je naprava vsakih 15 min opravila meritev. Migracijo smo določili iz naklonov 
krivulj, ki predstavljajo celični indeks v odvisnosti od časa. Upoštevali smo območje krivulj, 
kjer so te najbolj linearne (na Sliki 9 označeno z modro in rdečo navpično črto). Poskus smo 
izvedli enkrat v dveh ponovitvah. 
 
 
Slika 9: Grafična ponazoritev vpliva zaviralcev na migracijo PC-3; Z rdečo barvo je označena negativna kontrola 
DMSO, z zeleno barvo pozitivna kontrola Z9, modra barva prikazuje zaviralec CX32 ter vijolična barva zaviralec 
CX38. Modra in rdeča navpičnica omejujeta območje krivulj, iz katerega smo izračunali migracijo. 
 
Na Sliki 10 so prikazani rezultati testiranj vpliva obeh zaviralcev na migracijo celic skupaj s 
standardnimi odkloni.  
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Slika 10: Vpliv zaviralcev katepsina X na migracijo celic PC-3.  
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5. RAZPRAVA 
 
Cisteinski katepsini so vpleteni v vrsto različnih patoloških stanj. Sodelujejo v kaskadi procesov 
več različnih bolezni, med katerimi se zdravstvo najbolj osredotoča na vnetne procese, 
nevrodegenerativne motnje in maligna obolenja [1]. Za zdravljenje rakavih obolenj so trenutno 
najbolj v razmahu radio- in kemoterapevtiki, za katere je splošno znano, da imajo nizek 
terapevtski indeks. Pri kemoterapiji lahko pride do stranskih učinkov, kot so intrinzična 
toksičnost za zdrave celice in tkiva ter rezistenca rakavih celic na kemoterapevtska sredstva. 
Značilen delež bolnikov v svojem življenju kljub lokalni kontroli njihovih neoplazij razvije 
metastaze [59]. Zdravljenje nevrodegenerativnih bolezni je trenutno bolj ali manj 
simptomatsko, raziskave pa se koncentrirajo na iznajdbo novih ali izboljšavo trenutnih 
terapevtskih pristopov, z dostavo nevrotropnih dejavnikov skozi krvno-možgansko pregrado, 
matičnimi celicami, nanotehnologijo in še mnogimi drugimi, a se soočajo z vrsto nepojasnjenih 
ovir, zaradi katerih so nevroterapije v klinični praksi še precej neučinkovite [60, 61]. Eden od 
obetavnih terapevtskih pristopov je regulacija prekomerno izraženih in aktivnih encimov ter 
encimov, ki so ušli s predvidenega mesta delovanja. Peptidaza, ki jo povezujemo z obema 
večjima omenjenima problematikama, torej nevrodegenerativnimi motnjami in rakavimi 
obolenji, je preučevani katepsin X. S cepitvijo svojih molekularnih tarč, vplivom na 
signaliziranje in uravnavanjem delovanja imunskega sistema močno vpliva na potek in 
prognozo omenjenih bolezenskih stanj [6].  
Razvoj zaviralcev po navadi poteka po splošno uporabljenem postopku: pregled velikih 
knjižnic naravnih ali sinteznih produktov, po možnosti že uporabljenih za zaviranje strukturno 
podobnih spojin, iz katerega sledi pregled bolj obetavnih kandidatov in nadaljnja prilagoditev 
za dosego optimalnega zavrtja tarčne molekule [54]. Ker so endogeni zaviralci peptidaz, 
cistatini, preveč neselektivni, katepsina X pa dokazano ne zavirajo, se je znanost obrnila k 
razvoju eksogenih zaviralcev [52]. Kot prvi in najbolj znan zaviralec cisteinskih katepsinov se 
je v raziskavah in praksi pokazal epoksisukcinilni zaviralec E-64. Ker zavira delovanje vseh 
cisteinskih katepsinov, v povezavi s katepsinom X pa se je izkazal tudi za šibkega, so na podlagi 
njegove strukture sintetizirali derivate, ki pa zaradi slabe celične prepustnosti, nezadostne 
specifičnosti in ireverzibilne narave niso prišli do klinične prakse. Po kemizmu soroden je ravno 
tako epoksisukcinilni in ireverzibilni zaviralec AMS36. Ta je na rakavih modelih miši pokazal 
določeno stopnjo selektivnosti za katepsin X, tako da ga uporabljajo v raziskovalne namene v 
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kombinaciji z monoklonskimi protitelesi ali z utišanjem katepsina X s siRNA. Objavljen je še 
nPrNH-(2 S,3 S)tEps-Ile-OH, a ima relativno nizko zaviralno moč in ni preveč specifičen. 
Trenutno je najbolj obetaven zaviralec Z9. Je edini zaviralec reverzibilne narave, ki izkazuje 
specifičnost za katepsin X napram ostalim sorodnim katepsinom. V novejših raziskavah 
predstavlja osnovo za sintezo nove skupine zaviralcev s sorodno strukturo. Njegova nizka 
molekulska masa in preprosta struktura omogočata strukturne spremembe, s pomočjo katerih 
lahko raziskujemo vpliv posameznega dela spojine pri zaviranju katepsina X. Z novimi 
interakcijami bi se potencialno izboljšala moč pa tudi selektivnost zaviralcev katepsina X, 
spojine pa bi izkazovale večjo učinkovitost. Sintetiziranih je bilo 45 različic zaviralca Z9. Vsi 
so prestali testiranje zaviranja katepsina X in vitro, najbolj obetavnim pa se je določila tudi 
vrednost 𝐼𝐶50. Rezultati so sicer pokazali, da nobena od različic ni učinkovitejša od zaviralca 
Z9, a je za spojine vseeno sledila nadaljnja karakterizacija [56].  
V prvem delu diplomske naloge smo na celični liniji raka prostate PC-3 testirali vpliv petih 
novih zaviralcev na preživetje celic. Na mikrotitrske plošče smo nacepili ustrezno koncentracijo 
celic, nato pa nanje napipetirali zaviralce, raztopljene v DMSO, v 10 µM koncentraciji. To smo 
izbrali, ker se je enako koncentracijo uporabljalo pri delu z zaviralcem Z9, s katerim želimo 
izbrane spojine primerjati. V primeru, da bi se novi zaviralec izkazal za učinkovitega pri tej 
koncentraciji, bi nadalje ugotavljali odvisnost učinka zaviralca od njegove koncentracije. Pri 
delu smo pazili tudi na koncentracijo DMSO. Zaradi citotoksičnosti njegova koncentracija v 
gojišču ne sme presegati 1 %. V našem primeru je količina slednjega dosegla 0,1 %, s čimer 
smo zagotovili, da je bilo zmanjšanje preživetja celic posledica izključno vpliva zaviralcev. 
Poleg tega smo imeli pri testu negativno kontrolo, kjer so bile celice izpostavljene 0,1 % 
DMSO. Celice smo nato 24 in 48 ur inkubirali in delovanje ovrednotili s testom citotoksičnosti 
z uporabo reagenta MTS. Statistično značilno zmanjšanje preživetja celic (p ≤0,05) sta po 
prvem časovnem obdobju izkazala dva zaviralca. V vdolbinicah, kamor smo napipetirali 
zaviralec CX24, je v povprečju preživelo 87 % vseh celic, v vdolbinicah z zaviralcem CX14 
F2-8 pa 93 %. Pri ostalih treh razlike v preživetju glede na kontrolo niso bile statistično 
značilne. Živost celic je v primeru zaviralca CX26 znašala 96 %, v primeru CX32 98 % in v 
primeru CX38 96 %. Citotoksičnega vpliva po 24-urni inkubaciji torej niso izkazali. Po 
časovnem obdobju 48 ur sta CX24 in CX14 F2-8 spet statistično značilno zmanjšala preživetje 
celic. V povprečju je pri prvo omenjenem preživelo 90 % celic, pri drugem pa 91 %. Zaviralca 
CX32 in CX38 tudi tokrat nista imela negativnega vpliva na živost celic. Izračunali smo, da 
nista izkazala citotoksičnih lastnosti, saj v primerjavi s kontrolo razlike niso bile statistično 
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značilne. Živost je v obeh primerih znašala 95 %. Za CX26 smo sicer dokazali značilno 
toksičnost, a je živost celic presegala 95 %. Rezultati so bili glede na strukturno podobnost s 
starševsko spojino Z9 pričakovani. Ta namreč ne izkazuje citotoksičnih lastnosti in zato nima 
vpliva na preživetje celic. Tudi v primeru CX24 ter CX14 F2-8 je bilo citotoksično delovanje 
minimalno. V primeru, da bi bila zaviralca pri zaviranju katepsina X izredno učinkovita, bi se 
njun vpliv zagotovo raziskoval še naprej. V testiranje vpliva zaviralcev na celično migracijo 
smo zaradi necitotoksičnosti prenesli zaviralca CX32 ter CX38. V primeru zmanjšanja 
migracije bo ta rezultat uspešnega zaviranja tarčnega encima in ne zmanjšanega preživetja celic 
zaradi citotoksičnih vplivov spojin. Zaviralca CX26 v nadaljnje testiranje nismo vključili. Po 
48-urni inkubaciji smo mu namreč kljub 96 % preživetju celic izračunali statistično značilno 
zmanjšanje preživetja, poleg tega pa ima vrednost 𝐼𝐶50 slabšo od zaviralca Z9.  
V drugem delu smo določene spojine ovrednotili še glede na njihove sposobnosti zmanjšanja 
migracije. Testiranje je potekalo neprekinjeno 72 ur, na isti celični liniji, kot smo jo uporabili 
za vrednotenje živosti, s pomočjo sistema xCELLigence. Zaviralca CX32 in CX38 smo, pri isti 
koncentraciji kot v predhodnem poskusu (10 µM), testirali v dveh ponovitvah. Katepsin X, ki 
prispeva k migraciji tumorskih celic [55], bi moral biti med poskusom zavrt, migracija pa bi se 
posledično zmanjšala. Zaradi strukturne podobnosti obeh spojin z zaviralcem Z9, ki je pri 
zaviranju migracije uspešen, in že dokazanega zaviranja encima in vitro, smo pričakovali, da 
bo ta zmanjšana. Rezultati so pokazali, da ne CX32 ne CX38 nista zmanjšala migracije in sta 
jo v nasprotju s pričakovanji celo povečala. Migracija je v primeru zaviralca CX32 poskočila 
na 105 %, v primeru CX38 pa na 111 %. Verjeten razlog za dobljene rezultate bi bila lahko 
slaba prepustnost membrane za novo skupino zaviralcev katepsina X, kar bi bilo potrebno 
nadalje raziskati. CX32 in CX38 sta bila s tem ločena od tarčnega encima, celice pa so 
nemoteno prehajale membrano do gojišča s kemoatraktantom.  
Testirani novi zaviralci katepsina X so v 10 M koncentraciji sicer necitotoksični ali šibko 
citotoksični za celično linijo raka prostate PC-3, a v fiziološkem celičnem testu migracije 
rakavih celic niso učinkoviti. Njihova struktura predstavlja osnovo za nadaljnji razvoj 
potencialnih zaviralcev. Ker ima katepsin X pomembno vlogo tudi v procesih 
nevrodegeneracije, bi bilo smiselno preučiti njihov vpliv tudi na tem področju.  
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6. SKLEP 
 
V sklopu karakterizacije petih novih triazolnih zaviralcev katepsina X smo na celični liniji raka 
prostate PC-3 testirali njihov vpliv na živost celic v 10 µM koncentraciji. Po 24-urni in 48-urni 
inkubaciji smo za necitotoksična in s tem primerna za vstop v nadaljnje testiranje dokazali 
zaviralca CX32 in CX38. Zaviralca CX24 in CX14 F2-8 sta v primerjavi s kontrolo Z9 pokazala 
statistično značilen vpliv na živost celic. Preživetje celic je po prvem časovnem obdobju za 
CX24 znašalo 87 %, za CX14 F2-8 pa 93 %. Po 48 urah se je pri prvem živost zmanjšala na 90 
%, pri drugem pa na 91 %. Zaradi visokega preživetja celic smo ju določili za šibko 
citotoksična. Zadnji, zaviralec CX26, po 24-urni inkubaciji na preživetje celic ni vplival, po 48-
urni inkubaciji pa je kljub visoki živosti (96 %) pokazal statistično značilen vpliv glede na 
kontrolo. V drugem delu diplomske naloge smo preverili vpliv CX32 in CX38 na migracijo 
celic PC-3 s sistemom xCELLigence. Njuno delovanje smo primerjali z znanim zaviralcem Z9 
ter ugotovili, da do statistično značilnega zmanjšanja migracije rakavih celic ni prišlo. V 
nasprotju s pričakovanji je pri zaviralcu CX32 ta zrasla na 105 %, pri zaviralcu CX38 pa na 111 
%.  
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PRILOGA 1: rezultati 
Test MTS - biološka ponovitev št.1, 24-urna inkubacija 
Preglednica III: Vrednosti absorbanc spojin po odšteti slepi kontroli, po 24-urni inkubaciji za prvo biološko 
ponovitev. Z zeleno je označena povprečna vrednost negativne kontrole, z oranžno pa pozitivne kontrole. 
Spojina Ā𝑪 Ā𝑺𝑳 Ā𝑪- Ā𝑺𝑳 
DMSO 0,6539 0,1077 0,5462 
Z9 0,6503 0,1153 0,535 
CX24 0,571 0,1089 0,4621 
CX26 0,6051 0,1119 0,4932 
CX32 0,6411 0,1102 0,5309 
CX38 0,6472 0,1157 0,5315 
CX14 F2-8 0,605 0,112 0,493 
 
 
Test MTS - biološka ponovitev št.2, 24-urna inkubacija 
Preglednica IV: Vrednosti absorbanc spojin po odšteti slepi kontroli, po 24-urni inkubaciji za drugo biološko 
ponovitev. Z zeleno je označena povprečna vrednost negativne kontrole, z oranžno pa pozitivne kontrole. 
Spojina Ā𝑪 Ā𝑺𝑳 Ā𝑪- Ā𝑺𝑳 
DMSO 0,6421 0,1029 0,5392 
Z9 0,6354 0,0964 0,5390 
CX24 0,6049 0,0988 0,5061 
CX26 0,6562 0,0988 0,5574 
CX32 0,6716 0,1071 0,5645 
CX38 0,6257 0,0943 0,5314 
CX14 F2-8 0,6281 0,1089 0,5192 
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Test MTS – vpliv zaviralcev na živost celic po 24-urni inkubaciji 
Preglednica V: Vpliv zaviralcev na živost celic po 24-urni inkubaciji. Prikazani so rezultati vseh treh bioloških 
ponovitev. Rezultate živosti smo zaokrožili na celo število. Z modro sta označeni spojini, ki sta izkazali statistično 
značilno zmanjšanje živosti celic. 
Spojina Živost 
 1 [%] 
Živost 
 2 [%] 
Živost 
 3 [%] 
Povprečna 
živost [%] 
Stdev [%] t-test 
DMSO 100 100 100 100 0  
Z9 98 100 96 98 1,9 0,144 
CX24 85 94 84 87 5,6 0,018 
CX26 90 103 94 96 7,1 0,344 
CX32 97 105 92 98 6,6 0,595 
CX38 97 99 93 96 3,1 0,099 
CX14 F2-8 90 96 92 93 3,1 0,016 
 
 
Test MTS - biološka ponovitev št.1, 48-urna inkubacija 
Preglednica VI: Vrednosti absorbanc spojin po odšteti slepi kontroli, po 48-urni inkubaciji za prvo biološko 
ponovitev. Z zeleno je označena povprečna vrednost negativne kontrole, z oranžno pa pozitivne kontrole. 
Spojina Ā𝑪 Ā𝑺𝑳 Ā𝑪- Ā𝑺𝑳 
DMSO 0,5138 0,1058 0,408 
Z9 0,5251 0,1096 0,4155 
CX24 0,4872 0,1022 0,385 
CX26 0,4934 0,1123 0,3811 
CX32 0,5167 0,106 0,4107 
CX38 0,5228 0,1136 0,4092 
CX14 F2-8 0,4910 0,1083 0,3827 
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Test MTS - biološka ponovitev št.2, 48-urna inkubacija 
Preglednica VII: Vrednosti absorbanc spojin po odšteti slepi kontroli, po 48-urni inkubaciji za drugo biološko 
ponovitev. Z zeleno je označena povprečna vrednost negativne kontrole, z oranžno pa pozitivne kontrole. 
Spojina Ā𝑪 Ā𝑺𝑳 Ā𝑪- Ā𝑺𝑳 
DMSO 0,6314 0,1156 0,5158 
Z9 0,6525 0,1134 0,5185 
CX24 0,5790 0,1129 0,4661 
CX26 0,6168 0,1159 0,5009 
CX32 0,6062 0,1194 0,4868 
CX38 0,5912 0,1133 0,4779 
CX14 F2-8 0,5811 0,1199 0,4612 
 
 
Test MTS – vpliv zaviralcev na živost celic po 48-urni inkubaciji 
Preglednica VIII: Vpliv zaviralcev na živost celic po 48-urni inkubaciji. Prikazani so rezultati vseh treh bioloških 
ponovitev. Rezultate živosti smo zaokrožili na celo število. Z modro sta označeni spojini, ki sta izkazali statistično 
značilno zmanjšanje živosti celic. 
Spojina  Živost 1 
[%]  
Živost 2 
[%]  
Živost 3 
[%]  
Povprečna 
živost [%] 
Stdev 
[%] 
t-test 
DMSO 100 100 100 100 0  
Z9 102 99 95 99 3,7 0,529 
CX24 94 90 87 90 3,9 0,013 
CX26 93 97 97 96 2,1 0,023 
CX32 101 94 89 95 6,0 0,192 
CX38 100 93 91 95 5,1 0,137 
CX14 F2-8 94 91 90 91 2,2 0,002 
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Test migracije – vpliv zaviralcev na migracijo celic 
Preglednica IX: Vpliv zaviralcev katepsina X na migracijo celic PC-3. Migracija celic je predstavljena kot 
odstotek migracije glede na negativno kontrolo, kjer predpostavljamo, da je sposobnost migracije celic 100 %. 
 
  Migracija [%] Stdev [%] 
DMSO   100 6,6 
Z9    79 1,9 
CX 32    105 2,9 
CX 38    111 6,8 
 
 
